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Resumo

Visando a elucidacéo dos mecanismos de resisténcia em Arachis silvestre a nematdides do
género Meloidogyne spp., foram realizados experimentos de andlise da expresséo diferencial
de seqgiiéncias potencialmente associadas a estes mecanismos através de Northern-blot.
Estudos anteriores demonstraram que Arachis stenosperma possui um mecanismo de
resisténcia similar a reagdo de hipersensibilidade na regido onde se encontra 0 nematdide e no
estagio de estabelecimento do sitio de alimentagdo. Duas sequéncias diferencialmente
expressas em raizes inoculadas com Meloidogyne arenaria (ARP- Auxin repressed Protein e
CKX- catalase oxidase) foram analisadas quanto a sua distribuicdo temporal visando a sua
associagdo com o processo de resisténcia nesta planta. Ambas estao associadas ao balanco
hormonal da planta (auxina e citocinina). ARP foi induzida nas raizes inoculadas em
comparacdo com as controle (ndo inoculadas), demonstrando a inibicdo ou degradacéo de
auxina naguele ponto. No caso da CKX, nas raizes inoculadas de A. stenosperma o gene CKX
foi induzido, indicando indiretamente a presenca de citocinina e consequentemente sua
degradacédo. A inducéo da degradacgdo destes hormdnios ocorreu justamente em pontos que,
segundo estudo histopatoldgico realizado previamente, os juvenis de 2° estadio (J2) estariam

penetrando nas raizes desta espécie e tentando estabelecer o seu sitio de alimentacao.
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Abstract

The molecular markers allow differentiating two or more individuals starting from the analysis of
areas of DNA through very established molecular techniques. The RAPD markers are of easy
manipulation and of smaller cost, although they are of less solid results. In that way, the
conversion of the RAPD markers in SCAR allows the development of more specific markers,
supplying molecular tools inside for the biotypes differentiation of a species, such as, the
whitefly Bemisia tabaci. The SCAR markers are based on the sequencing of polymorphic
fragments generated by RAPD and of the drawing of specific primers superior to 10-mer. Once
available, the technique is very similar to the one of RAPD, what represents a similar cost;
however it is more advantageous and less sensitive to the changes in the amplification
conditions, being obtained larger reproduction and larger consistence. In function of their
differentiated biological characteristics, each biotype of B. tabaci represents risks to several
commercial crops and the development of kits diagnoses, based in DNA, and is an
advantageous to the control of the entrance of those biotypes in agricultural areas, minimizing

the damages caused by that insect.
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Introducéo

Os marcadores moleculares séo regides do DNA que permitem diferenciar dois ou mais
individuos, uma vez que, estes sdo herdados geneticamente (MILACH, 2005). Os distintos
tipos de marcadores moleculares disponiveis diferenciam-se pela tecnologia utilizada para
revelar a variagdo no DNA e, assim, detectar diferencas entre individuos, custo, facilidade de
uso, consisténcia e reprodutibilidade. Os principais tipos de marcadores moleculares podem
ser classificados em dois grupos, de acordo com a metodologia utilizada para identifica-los: a)
hibridagdo; b) amplificacdo de DNA. Entre os marcadores identificados por hibridagéo estéo o
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism — Polimorfismo no Comprimento de
Fragmento de Restricdo, Botstein et al. (1980) e os minissatélites ou locus VNTR (Variable
Number of Tandem Repeats — Numero Varidvel de Repeti¢cdes in tandem, Jeffreys et al. (1985).
J& aqueles revelados por amplificacdo incluem os marcadores do tipo RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA — DNA Polimorfico Amplificado ao Acaso, Williams et al. (1990),
SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions — Regi6es Amplificadas de Sequiéncias
Caracterizadas, Paran e Michelmore (1993) e Microssatélite (LITT e LUTY, 1989).

Dessa forma, as principais etapas requeridas para a obtencéo de resultados variam com o tipo
de marcador molecular utilizado. Além disso, as tecnologias de marcadores moleculares estao
evoluindo rapidamente e modifica¢des j& existem para algumas técnicas de obtencéo destes.
Contudo, os tipos de marcadores anteriormente descritos sdo ainda os mais utilizados em
estudos genéticos e programas de melhoramento. Ainda, com relacdo as aplicacfes, 0s
marcadores também estéo sendo utilizados na caracterizagdo molecular de insetos e na
elaboracao de estratégias de identificacdo destes quando interceptados durante o intercambio
de commodities entre paises produtores de insumos agropecuéarios (BOREM e SANTOS, 2002;
FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

O passo inicial consiste em fazer uma comparacéo entre os tipos de marcadores a serem
utilizados em programas de identificacdo de espécies. Como exemplo, marcadores de RFLP
que tém sido utilizados em estudos de mapeamento comparativo em fun¢do da consisténcia
dos resultados obtidos, tendem a ser mais caros e mais dificeis de implementagdo em
determinados programas. Isso se deve ao fato de que esta categoria de marcador se baseia no
principio de que a distancia entre os sitios de restricdo no DNA difere entre os individuos. Estes
sitios de restricdo fornecem um perfil de bandas que permite a identificacdo de forma precisa
do individuo analisado. Se o DNA de dois individuos for cortado com uma mesma enzima
obtém-se dois padrfes de fragmentacdo do DNA que séo distintos pela variagdo no
comprimento dos fragmentos de restricdo que foram produzidos, uma vez que, cada padrédo de
fragmentos é Unico em cada individuo. A ocorréncia de muitos padrdes de fragmentos com
diferentes comprimentos ir4 originar o polimorfismo, elemento essencial que caracteriza essa
técnica. Contudo, os entraves a utilizacdo dessa técnica se devem: a) ao método de extragédo
de DNA, pois, as enzimas de restricdo sdo sensiveis a presenca de contaminantes (fenol,

proteinas, outros elementos diferentes a natureza do DNA) resultando em baixa eficiéncia da



digestédo ou deteccéo de atividade estrela, gerando perfis de baixa qualidade; b) a quantidade
de DNA requerida, necessitando de microgramas de DNA gendmico para a digestao. Em
determinadas amostras essa quantidade de DNA é limitante; c) o emprego de sondas
marcadas radioativamente, o que eleva o custo da técnica, além da necessidade de
procedimentos adicionais para o acondicionamento e o descarte de material radioativo; d) a
demanda de m&o-de-obra e tempo, uma vez que, sdo requeridos muitos passos sequenciais
até a obtencéo do radiograma e, havendo falha em algum passo do processo, compromete o
desenvolvimento das etapas posteriores (BOREM e SANTOS, 2002).

Por outro lado, marcadores identificados por amplificacao, especialmente RAPD, sdo mais
faceis de se manipular e de custo menor, embora sejam de resultados menos consistentes.
Esta técnica utiliza um unico oligonucleotideo sintético como iniciador do processo de
amplificacéo, que produz um polimorfismo detectado pela presenga ou auséncia de bandas
discretas de DNA. A técnica de RAPD é mais simples e rapida, requerendo menores
quantidades de DNA, ndo envolvendo o emprego de sondas radioativas, ndo necessita de
informacdes prévias da sequéncia de DNA da espécie em estudo e demanda menos méao-de-
obra. Esta técnica consiste em extrair o DNA dos individuos a serem analisados e submeté-los
as reacdes de amplificacdo, utilizando um primer decamérico de seqiiéncia aleatéria a cada
reacdo da amplificagdo. Um produto de amplificacdo é gerado para cada regido cromossdmica
flanqueada por um par de sitios de iniciagcdo. Os fragmentos amplificados séo separados por
eletroforese em gel de agarose. O principio reside no fato de que diferentes individuos
produzem diferentes perfis de fragmentos de amplificacdo. Entretanto, essa técnica apresenta
algumas limita¢@es, tais como, os perfis de DNA podem ser influenciados pelos lotes dos
reagentes utilizados, dificultando a repeticdo dos mesmos e a caracteristica dominante desse
marcador que nao discrimina entre heterozigotos ou homozigotos. Entretanto, bandas
produzidas por amplificagdo de DNA gendmico com primers aleatdrios tém permitido a
identificacdo de segmentos especificos de DNA, caracteristicos de uma Unica linhagem que
podem ser convertidos, posteriormente, para outra categoria de marcador molecular (BOREM e
SANTOS, 2002).

Para melhorar a precisdo dos marcadores de RAPD e converté-los em marcadores
codominantes, Paran e Michelmore (1993) desenvolveram a técnica conhecida como SCAR.
Os marcadores SCAR sé&o baseados no sequenciamento de fragmentos polimérficos gerados
por RAPD e do desenho de primers superiores a 10-mer especificos a esses dados fragmentos
de RAPD. A desvantagem se relaciona com o desenvolvimento dos primers, o que eleva o
custo. Entretanto, uma vez que estes estejam disponiveis, esta técnica apresenta custo
comparavel ao RAPD. Os marcadores SCAR s&o mais vantajosos pois representam locus
Unicos geneticamente definidos, identificados pela amplificacdo por PCR do DNA gendmico,
com pares de primers com grande especificidade de pareamento com o DNA (BOREM e
SANTOS, 2002). Com excecao do tipo de primer utilizado, o SCAR é muito semelhante a

técnica de RAPD, com a vantagem de ser mais consistente, menos sensivel a mudangas nas



condicdes de amplificacao e representar marcadores codominantes e assim, de maior
reproducéo (KETHIDI et al., 2003; SHENG et al., 2006; ZHANG et al., 2007).

Em virtude das caracteristicas apresentadas pelos marcadores SCAR, estes apresentam
potencial de uso como ferramentas auxiliares na implantacao de rotinas em programas de
melhoramento genético assistido por marcadores moleculares e de identificagdo de insetos de
interesse quarentenério. Dessa forma, a conversdo dos marcadores RAPD em SCAR fornece
novas ferramentas moleculares para inUmeras aplicacdes, tais como, a diferenciacédo de
biotipos dentro de uma espécie, identificagdo das melhores linhagens para programas de
melhoramento genético, determinacéo do espectro de predadores a uma dada espécie de
inseto e a aplicacao em sistemas multiplex. Outra possibilidade que se vislumbra a aplicacédo
dos marcadores SCAR consiste na deteccao de pragas exéticas interceptadas em postos
alfandegarios. Uma espécie alvo potencial de aplicacéo dessa técnica é a mosca branca
Bemisia tabaci. Essa espécie caracteriza-se pelo amplo espectro de biétipos. Cada biétipo
apresenta caracteristicas biolégicas diferenciadas com riscos de prejuizos a varias culturas
comerciais. Sendo assim, o desenvolvimento de kits diagndsticos para os principais biétipos é
uma medida extremamente vantajosa para 0 monitoramento e o controle da entrada desses
biétipos de mosca branca em areas agricolas, minimizando os prejuizos causados por esse
inseto (BOREM e SANTOS, 2002).

Material e Métodos

Manutencdo das amostras de popula¢des de B. tabaci

Fémeas adultas provenientes de duas populacdes de B. tabaci (Tabela 1) foram identificadas

segundo critérios morfolégicos e em seguida, mantidas em alcool 70% a — 20°C.

Tabela 1 — Bidtipos de B. tabaci utilizados nos experimentos de desenvolvimento de

marcadores moleculares do tipo SCAR.

Biotipo de B. tabaci Localidade Cultura
B Mossoré — RN Mel&o
BR Cuiaba — MT Algodao

Obtencdo de DNA a partir de Bemisia tabaci

Para a utilizagao nas estratégias moleculares, o DNA foi obtido macerando-se cinco fémeas
adultas e individualizadas de B. tabaci em 60 uL de tamp&o de extracdo (Tris-HCI 10mM pH 8,
EDTA 1mM, Triton X-100 0,3% e proteinase K 60pg.mL'1). O macerado foi incubado por 15 min
a 65°C, seguindo-se fervura durante 5 min. O homogenato final foi armazenado a — 20°C até o

momento do uso.



Obtencado de DNA a partir de lepidépteros e colebpteros

Para os estudos moleculares, o DNA de individuos de terceiro instar de lepidépteros (Anticarsia
gemmatalis, Spodoptera frugiperda;) e larvas de coledpteros (Anthonomous grandis) foi
extraido a partir de um método previamente estabelecido (QUEIROZ et al., 2004) seguindo-se
adaptacdes dos protocolos de Agusti et al. (1999) e Monnerat et al. (2004).

Obtencdo de DNA de mosca negra Aleurocanthus woglumi

Fémeas individualizadas de A. woglumi foram maceradas e o seu DNA extraido em 100uL de
tampéo de extragcdo (Tris-HCI 10mM pH 8, EDTA 1mM, Triton X-100 0,3% e proteinase K
60pg.mL'1). A seguir, completou-se o volume com 200uL de tampé&o de extracdo. O macerado
foi incubado por 15 min a 65°C, seguindo-se fervura durante 6 min e centrifugacdo a 10000xg
por 10s. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo plastico e mantido a — 20°C até o

momento do uso.
Reac¢do de RAPD

As reacgBes de amplificacdo foram realizadas em 30uL de uma mistura contendo 24,9uL de
agua milliQ autoclavada, 3,0uL de tampao 10X (Tris-HCI 60mM pH 8,8, KCI 500mM e MgCl,
20mM, Amersham, CA, USA), 1,2uL de um primer de sequéncia aleatéria (Operon
Technologies, Inc.) na concentracdo de 10uM (Tabela 2), 0,6uL de dNTP 10mM, 0,3uL de Taq
DNA polimerase (Amersham, CA, USA) e 4uL de DNA (20 ng).

Tabela 2 — Primers de RAPD utilizados na obtengcdo dos perfis de bandeamento entre os
biétipos de B. tabaci.

Primer Seqliéncia 5’ —» 3’
OPA -05 AGGGGTCTTG
OPA-10 GTGATCGCAG
OPA-11 CAATCGCCGT
OPA -13 CAGCACCCAC

OPA-15 TTCCGAACCC




Condicdes de amplificacdo de DNA gendmico

As amplificac6es foram efetuadas em termociclador (PTC-100 MJ Research) contendo uma
etapa inicial de desnaturacéo de 3 min a 94°C, programado para 45 ciclos de desnaturacao de
1 min a 93°C, anelamento por 1 min a 35°C e extenséo por 2 min a 72°C e uma etapa final de

extensdo de 5 min a 72°C.
Excisdo dos fragmentos de DNA separados em gel de agarose

Os produtos de reacdo de RAPD foram aplicados em gel de agarose 0,8%, submerso em
tampéo TBE 1X (Tris-borato 90mM e EDTA 1mM) durante 2h a 100V. Ao término da corrida, os
géis foram corados por 30 min em uma solug&o corante contendo brometo de etidio (5pg.mL™),
descorados por 30 min em agua destilada. A seguir, os fragmentos de interesse foram
excisados do gel sob luz ultravioleta e purificados usando-se o kit Concert™ rapid gel extraction

system (Gibco BRL) seguindo-se as recomendacdes do fabricante.
Ligacéo dos fragmentos de RAPD em plasmidio

Apés a exciséo e a purificacdo das bandas de interesse, realizou-se a ligacdo destas a um
vetor de clonagem por meio do kit pGEM®-T vector system (Promega) segundo as

recomendacfes do fabricante por 16h a 4°C.
Cultura bacteriana para clonagem

A coldnia bacteriana Escherichia coli DH5 foi mantida em meio LB liquido (caseina 10g.L™;
NacCl Sg.L'l; extrato de levedura Sg.L"l pH 7,0) acrescido de glicerol na concentracdo de 50% e

mantida a — 20°C.

Transformacéo bacteriana

Um volume de 150uL da linhagem DH5a de E coli mantida em glicerol foi inoculado em 5mL de
meio LB e mantido por 16h a 37°C e 150 rpm. Em seguida, 150uL da cultura foram inoculados
em 5mL de meio LB e mantidos a 37°C e 150 rpm por 3h.

Posteriormente, 1,5mL de meio foram transferidos para tubo estéril, centrifugados a 12000xg
por 20s a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em 500uL de CacCl,
50mM e mantidas por 10min a 4°C. Em seguida, as células foram lavadas a 12000xg por 20s
com 300 ulL de CaCl, 50mM e mantidas no gelo por 20 min. Aliquotas de 50uL foram
colocadas em tubos estéreis com 3uL da ligacédo incubando-se a 4°C por 20 min, seguindo-se

entdo o choque térmico a 42°C por 2 min. As células foram recuperadas em 1mL de meio LB



liquido por 1h a 37°C e 150 rpm. Ao final do periodo de recuperacéo, as culturas foram
centrifugadas a 12000xg por 1 min, ressuspensas em 100uL de meio LB, sendo as células
transformadas selecionadas em LB sélido suplementado com ampicilina 100pg.mL'1, IPTG
0,5mM e X-Gal 80pg.mL™* a 37°C.

Coldnias positivas para a insercao foram entéo coletadas com palito estéril e transferidas para
meio LB sélido suplementado com ampicilina 100pg.ml'1, IPTG 0,5mM e X-Gal 80ugmL'1 a

37°C para confirmacéo da ligacéo.
Extracdo de plasmidios

Inoculou-se 150uL de células transformadas de E. coli em 5mL de LB suplementado com
ampicilina 100ug.mL'1, mantendo-se a 37°C por 16h com agitacdo de 150 rpm. Apéds a fase de
crescimento, os plasmidios foram extraidos utilizando-se o kit Concert™ rapid plasmid miniprep

system (Gibco BRL) seguindo-se as recomendacdes do fabricante.
Confirmacé&o da clonagem dos fragmentos de RAPD

A determinacao dos insertos foi feita por meio da digestdo do DNA plasmidial com as enzimas
de restricdo Sacl e Sacll. Cada 30uL de reagdo continha 0,5uL Sacl (10 U.pL'l), 0,5uL Sacll
(10 U.pL'l), 3,0uL tampé&o OPA 10 X (One-Phor-All buffer PLUS) (Amersham Biotech), 3,0uL de
plasmidio e 23,0uL de dgua milliQ. Os sistemas de digestéo foram incubados a 37°C por 16h
sendo, posteriormente, aplicados em gel de agarose 0,8% submerso em tampédo TBE 1X
durante 2h a 100V. A documentagéo fotografica foi feita usando-se o sistema EagleEye Il still
video system™ (Stratagene). Em todos os géis, marcadores de massa molecular (Leader 100
bp - GIBCO) foram usados para a determinacdo do tamanho dos insertos e confirmacéo do

processo de clonagem.

Seqgilienciamento dos fragmentos de RAPD, desenho e sintese de primers do tipo SCAR

Uma vez confirmada a clonagem dos fragmentos de RAPD desejados, 100ng.pL'1 dos vetores
de clonagem foram sequienciados usando-se o kit ABI PRISM® BigDye™ Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit versdo 3.1 (Applied Biosystems ) ou DYEnamic ET Terminator
Matrix Standard (Applied Biosystems) em um sequenciador ABI-PRISM 377 (Applied
Biosystems) para a determinacdo da composi¢éo de nucleotidios de cada banda de RAPD.
Apés a obtencédo das sequéncias provenientes das bandas de RAPD de interesse que foram
clonadas, primers especificos de 19 a 21 nt foram desenhados para o desenvolvimento de
marcadores SCAR e sintetizados a 25nmol, liofilizados, dessalinizados e desblogueados (IDT,
Inc., Coralville, 1A).

Amostras usadas para os testes de identificacdo de marcadores moleculares SCAR



A confirmacé&o da especificidade dos primers de SCAR foi feita utilizando-se o DNA de

insetos de varios biotipos de Bemisia tabaci (Tabela 3).

Tabela 3 — Insetos utilizados na andlise da especificidade dos primers de SCAR para B. tabaci.

Amostra Localidade / Cultura Identificacédo
7 Marrocos / Abébora B. tabaci bi6tipo Q
8 Nigéria / Mandioca B. tabaci biétipo Q
14 Murcia — Espanha / Tomate B. tabaci biétipo Q
45 Delegacia Federal de Agricultura — DF B. tabaci bi6tipo BR
75 Universidade Federal de Goids — GO / Pepino B. tabaci bi6tipo BR
61 Universidade da Califérnia — Riversidade — CA B. tabaci biétipo B
110 Itaberaba — BA / Melancia B. tabaci biétipo B
140 Embrapa Soja / Soja B. tabaci biétipo B
207 Mossoré — RN / Caju A. cocois
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — DF / o
226 B. tabaci bidtipo BR
Algodéo
228 Feira de Santana — BA / Mandioca A. aepim
236 Deaddpolis — MS / Mandioca B. tuberculata
278 Division of Plant Industry — Flérida / Citrus A. woglumi
281 Aguas Mornas — SC / Abobrinha e Pepino T. vaporariorum
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — DF / S
288 B. tabaci biétipo B
Tomate
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — DF / )
Ae ) . A. aegypti
Laboratério de Criacdo de Insetos
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — DF / _
Ag ) . A. gemmatalis
Laboratério de Criacdo de Insetos
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — DF / )
Ant ) . A. grandis
Laboratério de Criacdo de Insetos
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — DF / )
Sf ) . S. frugiperda
Laboratério de Criacdo de Insetos
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — DF /
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Com a finalidade de averiguar a qualidade da extracdo de DNA e o potencial dessas amostras
em produzir um perfil de bandas, realizou-se uma reagdo de RAPD com o primer OPA-13 e

com insetos selecionados aleatoriamente, seguindo-se o procedimento de amplificacéo.
Reacbes de SCAR utilizando o primer BT-B1

As reacdes de amplificacao foram realizadas em 25uL de uma mistura contendo 11,1uL de
agua milliQ autoclavada, 2,5uL de tampao 10X (100 mM Tris-HCI pH 9,2, 500 mM KCl e 1%
Tween 20), 1,5uL MgCl, 25mM, 1,5uL de cada primer (IDT, Inc., Coralville, IA) na concentragéo
de 3uM, 1,2uL DMSO, 0,3uL dNTP 10mM, 0,4 uL Tag DNA polimerase (Amersham) 1U.pL'1 e
5,0uL de DNA (20ng).

Utilizou-se como controle negativo 5uL de 4gua milliQ autoclavada e, como controle positivo,
5uL (4ng.uL™) do plasmidio pBEM-B1 contendo a seqiiéncia que originou o desenho dos
primers de SCAR BT-B1 (GenBank acession # EF210443).

Reacdes de SCAR utilizando o primer BT-B3

As reacgBes de amplificacdo foram realizadas em 25uL de uma mistura contendo 12,3uL de
agua milliQ autoclavada, 2,5uL de tampao 10X (100 mM Tris-HCI pH 9,2, 500mM KCl e 1%
Tween 20), 1,5uL MgCl, 25mM, 1,5uL de cada primer (IDT, Inc., Coralville, IA) na concentracdo
de 1uM, 0,3uL dNTP 10mM, 0,4uL Taq DNA polimerase (Amersham) 1U.uL'l e 5,0uL de DNA
(20ngQ).

Utilizou-se como controle negativo 5uL de dgua milliQ autoclavada e, como controle positivo,
5uL (4ng.pL"1) do plasmidio pBEM-B7 contendo a seqiiéncia que originou o desenho dos
primers de SCAR BT-B3 (GenBank acession # EF210450).

Reacdes de SCAR utilizando o primer BT-BR1

As reacfes de amplificacéo foram realizadas em 25uL de uma mistura contendo 11,8uL de
agua milliQ autoclavada, 2,5uL de tampao 10X (100mM Tris-HCI pH 9,2, 500mM KCl e 1 %
Tween 20), 1,5uL MgCl, 25mM, 0,5uL DMSO, 1,5uL de cada primer (IDT, Inc., Coralville, I1A) na
concentracdo de 1,0uM, 0,3uL dNTP 10mM, 0,4uL Tag DNA polimerase (Amersham) 1U.pL'1 e
5,0uL de DNA (20ng).

Utilizou-se como controle negativo 5uL de agua milliQ autoclavada e, como controle positivo,
5uL (4ng.uL™) do plasmidio pBEM-BR2 contendo a seqiiéncia que originou o desenho dos
primers de SCAR BT-BR1 (GenBank acession # EF210451).



Condicdes de amplificacdo para os primers BT-B1 E BT-B3

As amplificac6es foram efetuadas em termociclador (PTC-100 MJ Research) contendo uma
etapa inicial de desnaturacéo de 3 min a 94°C, programado para 30 ciclos de desnaturacao de
1min a 94°C, anelamento por 1min a 63°C e extensdo por 1min a 72°C e uma etapa final de

extensdo de 5min a 72°C.
Condicdes de amplificacdo para o primer BT-BR1

As amplificac6es foram efetuadas em termociclador (PTC-100 MJ Research) contendo uma
etapa inicial de desnaturacéo de 3min a 94°C, programado para 30 ciclos de desnaturacao de
1min a 94°C, anelamento por 1min a 63,5°C e extensdo por 1min a 72°C e uma etapa final de

extenséo de 5min a 72°C.
Visualizagdo dos fragmentos de DNA por eletroforese

Os produtos de amplificagdo originarios de RAPD ou SCAR foram visualizados em gel de
agarose 1,5% submerso em tampédo TBE 1X (Tris-borato 90mM e EDTA 1mM) durante 3h a
160V. Ao término da corrida, os géis foram corados por 30min em uma solugéo corante
contendo brometo de etidio (5pg.mL'1), descorados por 30min em agua destilada e fotografado
sob luz ultravioleta no comprimento de onda de 300nm. A documentacéo fotogréafica foi feita
usando-se o sistema EagleEye Il still video system™ (Stratagene).

Em todos os géis, marcadores de massa molecular (Ladder 100 bp - INVITROGEN) foram
usados para a determinacao do tamanho dos fragmentos amplificados e escolha das provaveis
bandas de RAPD a serem selecionadas para o desenvolvimento do marcador SCAR, como
também, para a determinac¢éo do tamanho dos fragmentos resultantes da amplificagdo quando
se utilizaram os primers de SCAR.

Resultados e Discusséo

Utilizando-se o DNA extraido do bi6tipo B de B. tabaci nas reacdes de RAPD, foram obtidas
bandas especificas de aproximadamente 850 pb para esse bi6tipo com o primer OPA-10 e de
582 pb com o primer OPA-13. Para o bi6tipo BR de B. tabaci obteve-se uma banda especifica
de 700 pb com o primer OPA-15 (Figura 1).



1) OPA-10 2) OPA-13 3) OPA-15

Figura 1 — Fragmentos de RAPD produzidos a partir do DNA extraido dos bi6tipos de B. tabaci.
O asterisco indica os fragmentos selecionados para o desenho dos primers de SCAR. Gel 1 =
biétipo B amplificado com o primer OPA-10; Gel 2 = biétipo B amplificado com o primer OPA-
13; Gel 3 = hiétipo BR amplificado com o primer OPA-15. Os nimeros 1 e 2 indicam os biétipos
B e BR de B. tabaci, nessa ordem. A letra M indica o marcador 100 pb ladder.

Uma vez determinados os perfis eletroforéticos especificos para os biétipos, essas bandas
foram excisadas dos géis de agarose e, em seguida, os fragmentos foram ligados ao plasmidio
pPGEM-T para a clonagem molecular. A figura 2 mostra o gel de agarose com os fragmentos de
831 pb, 582 pb e 794 pb, digeridos com as enzimas Sacl e Sacll, confirmando a clonagem.

Figura 2 — Digestdes de plasmidios resultantes da clonagem de vérios fragmentos de RAPD a

partir dos biétipos B e BR de B. tabaci. Os asteriscos indicam os insertos clonados no vetor
pGEM-T, assim como, a seta indica o vetor de clonagem. A letra M indica o marcador de

massa molecular 100 pb ladder.



Uma vez confirmada a insercéo das bandas de RAPD nos seus respectivos vetores de
clonagem, os fragmentos de interesse foram seqiienciados e a composi¢ao de nucleotidios
determinada. Para o biétipo B de B. tabaci foram obtidos dois padrdes de seqiiéncias de DNA
de 831 pb (Figura 25) e de 582 pb (Figura 3).

GTGATCGCAGAATGTCTCACTGCACGCCTGGATATTTCACCCAAGCGCACAAGCACGATA
AATTGCGGTTGCAGTTTTTGAAGGCGCTTTTGATACTTACAATTTACCTGAGGCCGGTGCC
GAGATGGCCAGATTGAACGAAGTAGGAAACATAGGTGGGAAGTGTCGTATTCAATCAAGT
GCCTAGACCTTTTTTTATGACCCCTCCCAAATCTATTCTTTCATTAGAGGAAATTGTATCTAT
TTCAATTTTGATGATTACAATAAACTTGACAAAAAAAAAAAAAAAAAACAATGATCCCTCCTA
CCGCAAACTGTTAGCGGGCTGATAAACCTACATTTCATTTCGTCCTCTCTGATATCTCTGTA
TCCTGATCGCCTTTTTGGAGGCCCTTATTTGCATGTGATTCCTCAAAAGTCTCTGTTTCTTA
CATAGTGTTTTAATCCCTTGCAATCATCACAGGGCATTTCATTTCAAGAGACCCTAATCAGC
ATCTTGCCTCATTTTTCATTTTGATTACCTGACGATATAGCATTAAAATTACGCAATATCCTA
CATACCATCTGTTAAAAATAAAAAAAATAAAATAAAAAAAACATACGGCCACATGAGCATAAT
CGAAGAAGGGAAACATGCTCGTTGATGACGGCGCAGAGATACAACTATTCGTGTTTGATG
GATGTCCGTGTTGCATTTGCAAAATTGAAGGCGCGATGGTGCGAGGCGTGATCTCGCAAT
GCTTCGTTCTAAGCAGTCTATTCTGTCAACAAGGTGCCGCTCAGATTTTGGAGAAAAGTTAA
AAAACGAGTCCCGCATACTTCTCTCCTATTTTCGGCTGCGATCAC

Figura 3 — Composicao de nucleotidios do fragmento de 831 pb obtido do biétipo B de B.
tabaci com o primer OPA-10. Em negrito encontra-se o primer de RAPD usado nas reacdes de

amplificagéo.

A analise da composicao da sequéncia de 831 pb permitiu identificar 60,1 % das bases como
sendo Adenina (A) e Timina (T) e 39,9 % correspondente a Citosina (C) e Guanina (G). A
leitura das trincas de bases dessa sequiéncia revelou a presenc¢a de 17 cddons de parada, ndo
sendo encontrado qualquer peptidio depositado no GenBank. Foi possivel também determinar

o perfil de sitios de restricdo que estdo distribuidos ao longo dessa seqiiéncia (Figura 4).



1

NdeII |gatc3
1 MboI |gatc3
i1 v I A E C L T A R L D I S P K R T S T I
1 GTGATCGCAGAATGTCTCACTGCACGCCTGGATATTTCACCCAAGCGCACAAGCACGATA
61 MspI clcggllb
61 HpaII clcggll5
22 N C G C S F * R R F * Y L Q F T * G R C
61 AATTGCGGTTGCAGTTTTTGAAGGCGCTTTTGATACTTACAATTTACCTGAGGCCGGTGC
41 R D 6 9 I E R S R K H R W E VvV S Y S I K
121 CGAGATGGCCAGATTGAACGAAGTAGGAAACATAGGTGGGAAGTGTCGTATTCAATCAAG
o1 ¢C L p L ¥ L * P L P N L F F H * R K L Y
181 TGCCTAGACCTTTTTTTATGACCCCTCCCAAATCTATTCTTTCATTAGAGGAAATTGTAT
241 NdeII |gatc297
241 MboI |gatc297
81 L F Q F * * L Q * T * Q K K K K K T M I
241 CTATTTCAATTTTGATGATTACAATAAACTTGACAAAAAAAAAAAAAAAAAACAATGATC
i10r p P T A N C * R A D K P T F H F V L S D
301 CCTCCTACCGCAAACTGTTAGCGGGCTGATAAACCTACATTTCATTTCGTCCTCTCTGAT

361 NdeII |gatc374
361 MboI |gatc374
361 EcoRV gat|atc361 | HinfI glantc407

122 1 s vs * S P F W R P L F A C D S S K V
361 ATCTCTGTATCCTGATCGCCTTTTTGGAGGCCCTTATTTGCATGTGATTCCTCAAAAGTC
141 s v s Yy I v F * s L A I I T G H F I S R
421 TCTGTTTCTTACATAGTGTTTTAATCCCTTGCAATCATCACAGGGCATTTCATTTCAAGA
161 D P N ¢ H L A S F ¥ I L I T * R Y S I K
481 GACCCTAATCAGCATCTTGCCTCATTTTTCATTTTGATTACCTGACGATATAGCATTAAA
181 1 T Q Y P T Y H L L K I K K I K * K K H
541 ATTACGCAATATCCTACATACCATCTGTTAAAAATAAAAAAAATAAAATAAAAAAAACAT
601 Tagl t|lcga620 MboII gaagannnnnnnn| 634
200T AT * A * S K K G N M L V D D G A E I
601 ACGGCCACATGAGCATAATCGAAGAAGGGAAACATGCTCGTTGATGACGGCGCAGAGATA
2219 L * V ¥ D G C P C C I C K I E G A M V
661 CAACTATTCGTGTTTGATGGATGTCCGTGTTGCATTTGCAAAATTGAAGGCGCGATGGTG
721 NdeII |gatc729

721 MboI |gatc729 HincII gtylrac767
241 R G VvV I S ¢ ¢C F V L S S L F C Q Q©Q G A A
721 CGAGGCGTGATCTCGCAATGCTTCGTTCTAAGCAGTCTATTCTGTCAACAAGGTGCCGCT
781 HinfI glantc808

26l 0 I L E K s * K T S P A Y F S P I

781 CAGATTTTGGAGAAAAGTTAAAAAACGAGTCCCGCATACTTCTCTCCTATT

Figura 4 — Perfil de sitios de restricdo distribuidos ao longo da seqiiéncia de 831 pb originada a
partir da amplificacdo do DNA de B. tabaci biétipo B com o uso do primer OPA-10 de RAPD.

Em destaque esté indicado o sitio de restricdo da enzima EcoRV.

Dentro desse fragmento de RAPD foi encontrado um dnico sitio de restricdo para a enzima
EcoRV na posicdo 361. Esse sitio podera ser explorado para o desenvolvimento de perfis de
PCR-RFLP quando da suspeita de variabilidade entre individuos do bi6tipo B de B. tabaci.
Para a seqiiéncia de 582 pb foram determinadas as composi¢cfes dos pareamentos A/T e C/G
como sendo de 62,4 % e 37,6 %, respectivamente (Figura 5). A analise dos cédons indicou a
presenca de 10 cédons de parada nao havendo qualquer indicacao de peptidio semelhante no
GenBank.



CAGCACCCACGGACATTGAAATTGATCTTGACTAGATGTCAAATCGACGGTTAGGCCTACT
TTATTTTTACGATATTCTTCCCTTTTTTTCGTTTGCGACGTTTCAAAATACTAATCATAAGCCT
CTTTTTAATTTTATTGGATGTAACATTTTTTAAAAATAAACCCACCGGCTTCGAACGCTGTTT
AGACACAAAAATTCAAAACTTCCAACAAGCAACACAAACGAGACCTAAAAGATATTGAACTG
TGATAATAATATTTCTAAGAACTCTGTAGCGAAGAGTAGGCACTGATTCTTTCGTGAACTTT
TTTTCTTAAAGAGCGATGCCATTTATTAAGGTCAGAATCGTCAATCCTTCGTCGATTGTACC
AAAACGATTTAAACCCGCCAAACACATGGGGTTTAGTCTATGATGGTAGAGTTCACGAGAT
AATGGCAATTAAAACTCATTGTTTTTAAGGTCATGAAAGAACTACCAGTCCAGAAGGGTCAT
GAAAGCGAAATAAGGGAAGAAAAGCTGTCAAAGAAGACGCTTGATTCGTTTCCTCCCGAGA

GACGAAGGATACAGTGGGTGCTG

Figura 5 — Composicao de nucleotidios do fragmento de 582 pb obtido do biétipo B de B.
tabaci com o primer OPA-13. Em negrito encontra-se o primer de RAPD usado nas reacdes de
amplificacéo.

A converséo das bases em sitios de restricdo indicou um sitio Gnico para a enzima de restricao

Sspl na posi¢éo 261 dessa seqiiéncia (Figura 6).

1 NdeII |gatc24 Stul agglcct56
1 MboI |gatc24 TagIl tlcgaédb
l19Q H P R T L K L I L T R C ©Q I D G * A Y
1 CAGCACCCACGGACATTGAAATTGATCTTGACTAGATGTCAAATCGACGGTTAGGCCTAC
6l MboII n|nnnnnnntcttc70
2% I ¥ T I F F P F F R L R R F K I L I I
61 TTTATTTTTACGATATTCTTCCCTTTTTTTCGTTTGCGACGTTTCAAAATACTAATCATA
121 MspI clcggl7l
121 HpaIl c|cggl71l
121 Dral tttlaaalb57 Tagl tlcgal77
41 s L F L I L L D V T F F K N K P T G F E
121 AGCCTCTTTTTAATTTTATTGGATGTAACATTTTTTAAAAATAAACCCACCGGCTTCGAA
6l R C L D T K I Q N F Q Q9 A T QQ T R P K R
181 CGCTGTTTAGACACAAAAATTCAAAACTTCCAACAAGCAACACAAACGAGACCTAAAAGA
241 HinfI glantc296
241 Sspl aat|att261l MboII gaagannnnnnnn|294
8l y * T Vv I I F L R T L * R R V G T D S
241 TATTGAACTGTGATAATAATATTTCTAAGAACTCTGTAGCGAAGAGTAGGCACTGATTCT
301 HinfI glantc348
101 ¥ v N F F §$S * R A M P F I K V R I V N P
301 TTCGTGAACTTTTTTTCTTAAAGAGCGATGCCATTTATTAAGGTCAGAATCGTCAATCCT
361 Rsal gtlac372
361 Tagl t|cga365 Dral tttlaaa385
122 s s I v P K R F K P A K H M G F S L * W
361 TCGTCGATTGTACCAAAACGATTTAAACCCGCCAAACACATGGGGTTTAGTCTATGATGG
141 S s R D N G N * N S L F L R S * K N Y
421 TAGAGTTCACGAGATAATGGCAATTAAAACTCATTGTTTTTAAGGTCATGAAAGAACTAC
481 MboII gaagannnnnnnn|526
481 Alul ag|ctb22
161 S R R V. M K A K * G K K S C Q R R R L
481 CAGTCCAGAAGGGTCATGAAAGCGAAATAAGGGAAGAAAAGCTGTCAAAGAAGACGCTTG
541 Aval clycgrgbh53
541 MboII gaagannnnnnnn|543
541 HinfI glantcb541l
181 1T R F L P R D E G Y S G C ~*

ATTCGTTTCCTCCCGAGAGACGAAGGATACAGTGGGTGCTGA



Figura 6 — Perfil de sitios de restricao distribuidos ao longo da seqiuiéncia de 582pb originada a
partir da amplificacdo do DNA de B. tabaci bi6tipo B com o uso do primer OPA-13 de RAPD.

Em destaque esta indicado o sitio de restricdo da enzima Sspl.

Esse sitio Unico de restricdo podera ser explorado pela metodologia de PCR-RFLP para a
identificacdo de possiveis variacfes genéticas que ocorram dentro e entre as populacdes do
biotipo B de B. tabaci.

A mesma estratégia de clonagem e sequenciamento desenvolvida para o biétipo B foi aplicada
ao bidtipo BR de B. tabaci a partir do fragmento de 831pb gerado por RAPD (Figura 7).

TTCCGAACCCGCAAGATAGTGATTTTCCACGCCGAGATTCGTAGTAATAGTNTCCACATGT
GATCCTCCCCGTGCAGTGCTGTGATTTTTTTTAGTACCCTTGTTTTTCGGAGTCGTATGACT
TCCTTGTTGCTAGTTGTTTAAGAAAATAGTCAAGCTGTGGGGCTCAGGGGCTTTCTTCCTTC
CCCCGCAAGGGATGTACTACCCGGTAAGATGTTTTGACACTCCATCCATTTTGTTTTTCTCT
CGTGAATCGAATCTCACGCAAGGCGTGTTCCGCGAATTCTGAAGCGCGTCTCGGCCAGAG
AGAGGCCCTCGTTCCGTTGCGCAATTTTATGCTGAAACTCCTCGATTTCGTACAGATTCGC
TTCCGAGTTTCGCAACATGCAGGACAAACTTGTTGGATTCTGTCTGGCCACACAGTCCTAT
CATATTGCTCAATATTGGGCGCCCTCTGTTTACTAATGTAATAACGGAGGGTCCCTCCAGC
TTTTGTTTCTCAACTGAAATCCGAGCTAAATCTTGGCTTTTGTTCAGTCGTTATTAATCTAGA
TCTTGGGCACACTGGTCTTAATGTTTCTTTCTTATCAGTTGTTATCCATATTCATGGACATTT
CTTTTCGAGCGTAGGGTTACACTGTATGTTTACGTTCAACTACCGAAGTAGATTATGTAGTA
GGCTCCTTTGTCAGCACAGCAGAATGCATTACAGAACCAAAATTATTCCACCTATTCGTTAC
TTTAAATGTACGGCTTAAATCTCAAGTTTAATCCTCCACCAAAGGGTTCGGAA

Figura 7 — Composicdo de nucleotidios do fragmento de 793pb obtido do biétipo BR de B.

tabaci com o primer OPA-15. Em negrito encontra-se o primer de RAPD usado nas reac¢fes de

amplificagéo.

Para esse fragmento foi determinada uma composicao de 56,2% para o pareamento A/T e de
43,7% para o par de bases C/G. Foram identificados 11 cédons de parada e, mais uma vez,
nao identificada qualquer seqiiéncia semelhante no GenBank.

A sequéncia de bases desse fragmento foi entdo usada para a determinacé&o do perfil de
restricdo, onde foram identificados trés sitios Unicos para as enzimas de restricdo EcoRI
(posicéo 282), Sspl (posicdo 443) e Xbal (posigcdo 549). Esses sitios sdo alvos potenciais para
serem usados em estudos de determinacao de variabilidade dentro do biétipo BR de B. tabaci
(Figura 8).



1 HinfI glantc37

1 F R T R K I \4 I F H A E I R S N S X H M

1 TTCCGAACCCGCAAGATAGTGATTTTCCACGCCGAGATTCGTAGTAATAGTNTCCACATG

61 NdeII |gatc62

61 Mbol |gatc62 Rsal gt|ac97 HinfI glantcll?2
21 * S S P C S A V I FOF S T L VvV F R S R M

61 TGATCCTCCCCGTGCAGTGCTGTGATTTTTTTTAGTACCCTTGTTTTTCGGAGTCGTATG
121 MboII n|nnnnnnntcttcl70
121 Alul agl|ctl58

41 T S L L L Vv Vv * E N S Q A V G L R G F L
121 ACTTCCTTGTTGCTAGTTGTTTAAGAAAATAGTCAAGCTGTGGGGCTCAGGGGCTTTCTT

181 MspI c|cgg207
181 HpaII c|cgg207
181 Rsal gtlac201

61 P S P A R D V L P G K M F * H S I H F V
181 CCTTCCCCCGCAAGGGATGTACTACCCGGTAAGATGTTTTGACACTCCATCCATTTTGTT

241 HinfI glantc257
241 Tagl t|cga2b5
241 HinfI glantc252 |EcoRI glaattc282

8T L S * I E S H A R R V P R I LT K R V S
241 TTTCTCTCGTGAATCGAATCTCACGCAAGGCGTGTTCCGCGAATTCTGAAGCGCGTCTCG
301 Rsal gt|ac359
301 Tagl tlcga350
101 A R E R P S F R C A I L C * N S S I S Y
301 GCCAGAGAGAGGCCCTCGTTCCGTTGCGCAATTTTATGCTGAAACTCCTCGATTTCGTAC
3601 HinfI glantc363 HinfI glantc405
121 R F A S E F R N M Q D K L V G F C L A T
361 AGATTCGCTTCCGAGTTTCGCAACATGCAGGACAAACTTGTTGGATTCTGTCTGGCCACA

421 NarI gglcgcc44d9

421 Sspl aat|attd43

141 O S Y H I A Q Y W A P S Y * C N N G G
421 CAGTCCTATCATATTGCTCAATATTGGGCGCCCTCTGTTTACTAATGTAATAACGGAGGG
481 Alul ag|ct490 AluIl aglctble

1l s L ¢ L L F L N * N P S * I L A F V QO S
481 TCCCTCCAGCTTTTGTTTCTCAACTGAAATCCGAGCTAAATCTTGGCTTTTGTTCAGTCG

541 NdeII |gatch52
541 MboI |gatcb552
541 BRaglTT algatctb52
541 Xbal t|ctagab549

541 Vspl at]taathb4b

181 L L I * rI . ¢ T L Vv L. M F L S Y O L L S
541 TTATTAATCTAGATCTTGGGCACACTGGTCTTAATGTTTCTTTCTTATCAGTTGTTATCC
601 Tagl t|lcga622

201 1T F M D I S F R A * G Y T VvV C L R S T T
601 ATATTCATGGACATTTCTTTTCGAGCGTAGGGTTACACTGTATGTTTACGTTCAACTACC
221 VvV D Y V VvV G S F V S T A E C I T E P K
661 GAAGTAGATTATGTAGTAGGCTCCTTTGTCAGCACAGCAGAATGCATTACAGAACCAAAA
721 Rsal gtlac750

721 Dral ttt|aaa744

241 L ¥ H L F VvV T L N V R L K S Q Vv * s S T
721 TTATTCCACCTATTCGTTACTTTAAATGTACGGCTTAAATCTCAAGTTTAATCCTCCACC
26l K G F G

781 AAAGGGTTCGGAAA

Figura 8 — Perfil de sitios de restricéo distribuidos ao longo da seqiiéncia de 794 pb originada
a partir da amplificagdo do DNA de B. tabaci biétipo BR com o uso do primer OPA-15 de
RAPD. Em destaque estao indicados os sitios de restricdo para as enzimas EcoRlI, Sspl e
Xbal.



Os sitios de restricado que foram identificados na sequiéncia do fragmento de RAPD, obtido a
partir do biétipo BR, poderao ser utilizados na metodologia de PCR-RFLP para a identificacdo
de possiveis variacdes genéticas do bidtipo BR de B. tabaci.

A técnica de PCR-RFLP consiste na amplificacao de regifes especificas do DNA da amostra,
por exemplo, DNAmt (mitocondrial) ou DNAr (ribossomal) seguindo-se a digestdo com enzimas
de restricdo que cortem em pontos especificos do produto de PCR. O resultado é um perfil de
digestao do produto de PCR que pode ser utilizado para a diferenciacdo entre espécies de
insetos. Essa estratégia tem sido adotada por Malgorn e Coquoz (1999) para a identificacéo de
califorideos de interesse forense. Utilizando-se primers para a subunidade | da citocromo
oxidase, os autores obtiveram um produto de PCR que foi digerido com a enzima de restricdo
Ddel. Os perfis de digestdo em gel de agarose permitiram diferenciar as espécies de
califorideos: Lucilia ilustris, Lucilia ampullacea, Calliphora vicina, Lucilia sericata e Lucilia
caesar, independente do estagio de desenvolvimento desses insetos. Essa mesma estratégia
podera ser aplicada, futuramente, em estudos com B. tabaci empregando-se os primers de
SCAR e as enzimas de restricdo previamente selecionadas em questdes de identificacdo de
bidtipos ou determinacéo de variabilidade entre as populagdes desse inseto.

Em funcéo dos resultados obtidos, observou-se que os fragmentos de RAPD correspondem,
provavelmente, a seqtiéncias intergénicas, em virtude do nimero de cddons de parada que
foram encontrados dentro das seqiiéncias, como também, devido a auséncia de
correspondéncia tanto para os nucleotideos, quanto para os peptidios com as informacfes
depositadas no GenBank. Esses fragmentos de RAPD caracterizaram-se por seqiiéncias de
carater genético dominante e especifico para cada bi6tipo, uma vez que foram sempre
identificados em varias populacdes de B. tabaci de ambos os biétipos.

A partir de todas essas informacdes a respeito das sequiéncias dos fragmentos de RAPD
correspondentes aos bibtipos de B. tabaci, foram desenhados primers especificos para a

elaboracao de reagfes de SCAR que fossem especificas a cada bidtipo (Tabela 4).

Tabela 4 — Sequéncia de primers para reagfes de PCR especificas para os biotipos de B.

tabaci.

Primer Sequéncia5 — 3’ nt Tm
(F) CGC AGAATG TCT CACTGCA 19

BT-B1 63,0 °C
(R) GCG GCACCTTGT TGACAG A 19
(F) GCA CCC ACG GAC ATT GAA AT 20

BT-B3 63,0 °C
(R) CCC ACT GTATCC TTC GTC TCT 21
(F) GGC GTG TTC CGC GAATTC TGA 21

BT-BR1 63,5 °C
(R) CCG AACCCTTTG GTG GAG GAT 21

Uma vez definidas as condic¢des de reacdo, os primers foram testados contra os biétipos de B.
tabaci por meio de PCR. Observou-se que as condi¢des definidas para cada primer resultaram
em produtos de amplificacéo correlacionados especificamente para cada biodtipo de mosca

branca em estudo. Quando se testou o primer BT-B1 para a identificagdo do biétipo B de B.



tabaci observou-se um produto de PCR de 800 pb especifico para o bi6tipo B. Esse fragmento
ndo foi identificado nas rea¢bes de PCR quando foram utilizadas amostras de DNA do biétipo

BR e de A. gemmatalis para a verificagdo da especificidade do primer (Figura 9).

Figura 9 — Reacdes de SCAR utilizando-se o primer BT-B1 para a deteccao do bidtipo B de B.
tabaci. Os cédigos 61, 110, 140 e 288 correspondem as amostras da cole¢&o bioldgica de
referéncia de insetos identificados como B. tabaci bidtipo B; as amostras 226 e 45 sé@o
amostras dessa mesma colecao identificadas como sendo o biétipo BR. O cédigo C+
corresponde ao fragmento de RAPD clonado no plasmidio pBEM-B1; ag indica o DNA de A.
gemmatalis; C- corresponde ao controle negativo feito com agua. A letra M indica o marcador

de massa molecular 100 pb ladder.

ApOs o estabelecimento dos parametros para a realizagao das reagfes de SCAR e a
confirmacédo da especificidade para o biétipo B de mosca branca, esse primer foi testado contra
as amostras de DNA de insetos pertencentes a outras espécies de mosca branca ou, géneros
ou, familias de artrépodos. Os resultados indicaram que o conjunto de primers de SCAR BT-B1
foi especifico para a deteccao do bidtipo B, ndo havendo sitios de anelamento para essa

seguéncia de DNA em outros grupos de insetos (Figura 10).

207 207 228 228 236 236 278 278 281 281 45 45 45 110 110 110 ag sf px ant ant ae ae C+

Figura 10 — Reacdes de SCAR utilizando-se o primer BT-B1 para a deteccao do biotipo B de
B. tabaci entre varias amostras de insetos de diferentes familias ou géneros. Os cédigos
indicam: 207, A. cocois; 228, A. aepim; 236, B. tuberculata; 278, A. woglumi; 281, T.
vaporariorum; 45, B. tabaci biétipo BR; 110, B. tabaci biotipo B; ag, A. gemmatalis; sf, S.

frugiperda; ant, A. grandis; ae, A. aegypti. O cédigo C+ corresponde ao fragmento de RAPD



clonado no plasmidio pBEM-B1. A letra M indica o marcador de massa molecular 100 pb
ladder.

Em seguida, o conjunto BT-B1 foi testado contra outros biétipos de B. tabaci para a observacao
da especificidade de detec¢éo do bidtipo B quando comparado com outros biétipos de mosca

branca (Figura 11).

61 110 110 140 140 226 226 288 288 207 207 236 236 C+ C-

Figura 11 — Uso do primer BT-B1 para a detecgéo do biétipo B quando comparado com outros
bidtipos de B. tabaci. Os nimeros 7 e 14 indicam o biétipo Q; 8, biétipo cassava; 45 e 226
representam o biotipo BR; 61, 110, 140 e 288 séo o bidtipo B. Os controles usados foram: 207,
A. aepim e 236, B. tuberculata. O cédigo C+ corresponde ao fragmento de RAPD clonado no
plasmidio pBEM-B1; C- corresponde ao controle negativo feito com agua. A letra M indica o

marcador de massa molecular 100 pb ladder.

Os resultados indicaram a presenca do fragmento de 800 pb apenas para as amostras
relacionadas com o biétipo B. Para os bidtipos BR, Q e cassava ndo houve sinal de
amplificacé@o definido que pudesse ser reconhecido como o marcador SCAR.

Uma vez estabelecidas as condi¢bes e especificidades do primeiro conjunto de
primers, denominado BT-B1, testou-se a especificidade de um outro conjunto de primers,
denominado BT-B3, para a identificagdo do biétipo B de B. tabaci. Utilizando-se esse conjunto,
observou-se um produto de PCR de 600 pb presente nas amostras de B. tabaci identificadas
como sendo o biétipo B. Esse produto de PCR ndao foi detectado nas reacdes de PCR que
utilizaram o DNA de insetos pertencentes a outras familias, géneros ou espécies de
aleirodideos, como também, em outras familias de insetos (Figura 12).
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Figura 12 — Reac¢bes de SCAR com o primer BT-B3. Os nameros indicam: 207, A. cocois; 228,
A. aepim; 236, B. tuberculata; 278, A. woglumi; 281, T. vaporariorum; 45, B. tabaci biétipo BR;
110, B. tabaci bi6tipo B; ag, A. gemmatalis; sf, S. frugiperda; px, P. xylostella; ant, A. grandis;
ae; A. aegypti; C+, seqiiéncia do primer BT-B3 clonada no vetor plasmidial pPBEM-B7. A letra M

refere-se ao marcador de massa molecular 100 pb ladder.

Confirmada a especificidade do conjunto BT-B3 em detectar apenas o biétipo B, quando
comparado com outras espécies de insetos, realizou-se nova reagéo de PCR utilizando-se
DNA's extraidos de populagbes de mosca branca B. tabaci, definidas como sendo os biétipos
BR e Q, para a confirmac¢éo da capacidade desse jogo de primers em discriminar um
determinado biétipo dentro de um grupo tdo complexo quanto o género Bemisia. Os resultados

indicaram similaridades no padrao de amplificacdo entre os biétipos B e Q (Figura 13).

45 226 226 61 61 110 110 140 140 228 228

—_—
—_—
—_
—_
-_—

Figura 13 — Teste do primer BT-B3 para a deteccao do biotipo B de B. tabaci quando
comparado com outros biétipos de B. tabaci. Os nimeros 45 e 226 representam o biétipo BR;
61, 110, 140 e 288 representam o bi6tipo B; 7 e 14 indicam o bidtipo Q; 8, bidtipo cassava; ag
indica o DNA de A. gemmatalis; O codigo C+ corresponde ao fragmento de RAPD clonado no
plasmidio pBEM-B7; C- corresponde ao controle negativo feito com agua. A letra M indica o
marcador de massa molecular 100 pb ladder.

O conjunto BT-B3 permitiu identificar o bidtipo B pelo padrdo de amplificacdo de 600 pb sendo
capaz de diferencia-lo do biétipo BR. Entretanto, observou-se que duas amostras, identificadas

como bhiétipo Q, amplificaram o mesmo fragmento de DNA.

C+



Utilizando marcadores SCAR para a detec¢do de T. vaporariorum, Agusti et al. (2000)
descreveram uma reagéo cruzada entre os marcadores SCAR desenhados para T.
vaporariorum com os biétipos B e Q de B. tabaci. Os autores se apoiaram no fato de que essa
reacdo cruzada possa ser devida a existéncia de regides internas comuns a ambas as
espécies, o que favorece o anelamento inespecifico dos primers de SCAR originalmente
desenhados para T. vaporariorum.

A partir do estudo das relac@es filogenéticas entre os bidtipos de B. tabaci por meio de
marcadores moleculares gerados pela técnica de AFLP, Cervera et al. (2000) descreveram a
relagédo filogenética entre alguns dos biétipos de B. tabaci como sendo: 1) K (Paquistéo), H
(india), Il (Paquist&o), M (Turquia) e | (Paquistéo); 2) Q (Espanha), Cowpea (Nigéria) e B
(Espanha); 3) A (Arizona) e 4) S (Espanha) e Cassava (Nigéria). Dos resultados obtidos pelos
marcadores AFLP observou-se que, os biétipos B e Q apresentaram uma maior proximidade
filogenética, sendo estes agrupados em um mesmo clado. Alternativamente, outros
marcadores moleculares foram analisados para a determinacdo de possiveis diferencas
moleculares entre os biétipos B e Q.

Horowitz et al. (2005), citando informac¢des dos trabalhos de Guirao et al. (1997) e Rosell et al.
(1997), descrevem que no sudeste europeu e no oriente médio, os dois hiétipos de maior
distribuicao séo os bidtipos B e Q. O biétipo B tem a maior distribuicdo geogréfica e é
considerado um bidtipo invasor relativamente recente. O bi6tipo Q foi considerado
originalmente restrito a peninsula ibérica mas, recentemente, tem se estabelecido em outros
paises do mediterraneo, conjuntamente com o bhiétipo B (HOROWITZ et al., 2003). A partir da
andlise das sequéncias dos genes da citocromo oxidase mitocondrial (mtCOI) dos bidtipos B e
Q, Horowitz et al. (2005) demonstraram a similaridade entre estas seqiéncias de DNA e, ao
mesmo tempo, a existéncia de polimorfismo inter-seqiiéncia entre estes biodtipos usando a
técnica de PCR-RFLP a partir da amplificacdo do DNA mitocondrial (DNAmt) de ambos os
biétipos seguindo-se a digestdo com a enzima de restricdo Vspl. Com essa estratégia, obteve-
se um fragmento de massa molecular de 800 pb que foi amplificado a partir do gene da
citocromo oxidase | (COI) mitocondrial em ambos os biétipos. Submetendo-se esses
fragmentos de mesma massa molecular ao PCR-RFLP, foram obtidos perfis de restricdo
diferenciados, sendo gerados fragmentos de 350 pb para o biétipo Q e de 50 pb para o biétipo
B.

A partir das informac6es geradas da amplificacdo da regido ITS 1 rDNA mitocondrial, Rabello
et al. (2005) obtiveram um fragmento de 550 pb que foi digerido com as enzimas de restricdo
Aval, Ddel e Sau3A. Dos resultados obtidos, observou-se que os biétipos B e Q apresentaram
o mesmo perfil de digestdo. A seguir, foi gerado um dendrograma a partir dos perfis de PCR-
RFLP com as enzimas citadas anteriormente, revelando elevada similaridade genética
(aproximadamente 100 %) entre esses dois bidtipos de mosca branca.

Moya et al. (2001), citando os resultados de Ronda et al. (1999), observaram a possibilidade de
troca de material genético em condi¢cdes de laboratério entre os biétipos B e Q, originado

hibridos B/Q. Essas informacgdes reforcam a possibilidade da existéncia de regides de DNA



comuns a esses hiétipos, resultando no compartilhamento de marcadores moleculares. Essa
hip6tese parece ser consistente com o observado para o marcador SCAR BT-B3 que foi capaz
de amplificar o fragmento de 600 pb a partir do DNA extraido dos hiétipos B e Q.
Provavelmente, existem sitios de anelamento comuns para os primers BT-B3 presentes em
areas do DNA desses dois bi6tipos, resultando também a geracéo do produto de PCR no
biotipo Q.

Em seguida foram analisadas as especificidades do conjunto de primers BT-BR1 em detectar o
biétipo BR de B. tabaci quando comparado com amostras de DNA extraidas de insetos

pertencentes a outros géneros ou familias (Figura 14).
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Figura 14 — Reagdes de SCAR com o primer BT-BR1. Os nimeros indicam: 207, A. cocois;
228, A. aepim; 236, B. tuberculata; 278, A. woglumi; 281, T. vaporariorum; 45 e 66, B. tabaci
biétipo BR; 110, B. tabaci bidtipo B; ag, A. gemmatalis; sf, S. frugiperda; px, P. xylostella; ant,
A. grandis; ae; A. aegypti; C+, seqiiéncia do primer BT-BR1 clonada no plasmidio pBEM-BR2;
C-, corresponde ao controle negativo feito com agua. A letra M refere-se ao marcador de
massa molecular 100 pb ladder.

Utilizando-se o DNA extraido de véarias ordens e familias de insetos, observou-se a presenca
de um fragmento de PCR de aproximadamente 700 pb apenas nas amostras previamente
identificadas como sendo o bi6tipo BR de B. tabaci. Dessa forma, determinou-se o potencial
desse primer de SCAR em identificar o biétipo BR entre varias outras amostras de insetos. A
préxima etapa consistiu em se determinar o poder desse primer de PCR em discriminar o

bidtipo BR entre outros biétipos de B. tabaci (Figura 15).
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Figura 15 — Teste do primer BT-BR1 para a detecg¢édo do biétipo BR quando comparado com
outros bidtipos de B. tabaci. Os nimeros 45 e 66 representam o biétipo BR; 110, 128 e 140
representam o biétipo B; 236, B. tuberculata; 7 e 14 indicam o biétipo Q; 8, biétipo cassava; ag,
A. gemmatalis; ant, A. grandis; ae, A. aegypti; O cddigo C+ corresponde ao fragmento de
RAPD clonado no plasmidio pBEM-BR2. A letra M indica 0 marcador de massa molecular 100
pb ladder.

Do resultado obtido, observou-se que o conjunto BT-BR1 permitiu identificar o biétipo BR pelo
padréo de amplificagdo caracteristico, sendo capaz de diferencia-lo do bidtipo B. Entretanto,
observou-se que duas amostras identificadas previamente como o biétipo Q também
produziram o mesmo fragmento de DNA. Dessa forma, estabeleceu-se um método molecular
para a deteccao desse bidtipo em commodities interceptada onde haja a suspeita da presenga
desse inseto. Além disso, apés a introducdo do biétipo B nas culturas do Brasil, deixou-se de
detectar o biétipo BR nas amostras coletadas em vérios pontos do pais. Fazendo o uso desse
kit diagnéstico abre-se a possibilidade de se estabelecer uma estratégia, por meio molecular,
para a deteccao, determinacao de novos nichos ecolégicos e de tentativa de recuperacao
desse bidtipo de B. tabaci. O perfil de amplificacdo cruzado com o bi6tipo Q reforca, mais uma
vez, a proximidade genética desse bibtipo com os biétipos do Novo Mundo. Outros estudos
precisam ser realizados para se estabelecer bases mais sélidas para a compreenséo do grau
de proximidade filogenética que existe entre os bibtipos B, BR e Q.

Para a confirmacéo dos perfis moleculares obtidos pelos conjuntos BT-B1 e BT-B3, foram
selecionadas, ao acaso, amostras de DNA de diferentes insetos para a realizacdo de um RAPD
com o primer OPA-13 para a verificagdo da qualidade das amostras de DNA utilizadas nas
reacles de SCAR (Figura 16).
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Figura 16 — Perfis de marcadores RAPD obtidos com o primer OPA-13 a partir de amostras de
diferentes espécies de insetos. Os cdédigos indicam: 207, A. cocois; 228, A. aepim; 236, B.
tuberculata; 278, A. woglumi; 281, T. vaporariorum; 45, B. tabaci biétipo BR; 110, B. tabaci
biétipo B; ag, A. gemmatalis; sf, S. frugiperda; px, P. xylostella; ant, A. grandis; 61, controle
para o biodtipo B; 226, controle para o biétipo BR. A letra M indica o marcador de massa

molecular 100 pb ladder.

Em funcao dos perfis eletroforéticos de RAPD que foram obtidos com os diversos insetos,
confirma-se a especificidade dos marcadores SCAR, descartando-se qualquer possibilidade de
que impurezas presentes nas amostras de DNA tenham exercido influéncia nos resultados
obtidos.

Agusti et al. (1999) descrevem o desenvolvimento de marcadores SCAR para a detecgéo de
Helicoverpa armigera no intestino de possiveis predadores. Um fragmento de 1200 pb
resultante da amplificagdo por RAPD usando o DNA de H. armigera permitiu o desenho de trés
conjuntos de primers sendo que dois desses foram capazes de detectar vestigios de H.
armigera no intestino médio do seu predador Dicyphus tamaninii, mesmo ap6s 4 h da ingestao
dos ovos de H. armigera.

Uma vez estabelecidos os primers de SCAR para B. tabaci, experimentos de igual magnitude
poderdo ser estabelecidos para a identificacdo e a sele¢do de possiveis predadores para o
controle dessa importante praga. Entdo, mais uma possivel aplicagdo dos marcadores SCAR é
apresentada para auxiliar no entendimento das relagdes ecoldgicas que séo estabelecidas por
essa praga com outros organismos, visando o emprego em programas de controle biolégico.

A partir das informacgdes disponibilizadas, entende-se que a utilizagdo da técnica de RAPD,
como em qualquer técnica molecular, apresenta limitacdes e € justamente por isso, que sao
continuamente vasculhadas novas regides do genoma dos organismos visando a identificacao
de loci mais vantajosos do ponto de vista técnico e molecular. Nesse aspecto, a técnica de
RAPD cumpre com o seu papel, uma vez que é possivel, com poucos primers, varrer um
namero muito superior de loci no genoma do organismo-alvo quando comparado com outras
técnicas, fornecendo o ponto de partida para o desenvolvimento de novos marcadores mais
especificos quando néo se conhece, em sua totalidade, o genoma do organismo de estudo.
Complementar as informacdes produzidas pelos marcadores RAPD, a conversao destes em
marcadores mais especificos, tais como o SCAR, permite aumentar ainda as possibilidades de

desenvolvimento de novas estratégias moleculares para o entendimento da dinamica, ecologia



e biologia das populacdes em estudo. Essa viséo € particularmente importante para B. tabaci,
praga de distribuicdo global que apresenta variagcdes entre os seus biétipos. O
desenvolvimento de marcadores especificos para cada biétipo é uma etapa decisiva para o
estabelecimento de estratégias baseadas em DNA para a deteccao e prevencédo da entrada de
novos biétipos no Brasil, minimizando os riscos provocados pela entrada de insetos exéticos no

agro-ecossistema brasileiro.

Conclusodes

Observou-se que determinados marcadores moleculares de RAPD apresentaram
comportamento monomorfico e consistente, sendo encontrados em varias populagfes de um
mesmo biétipo de B. tabaci quando coletadas em varias culturas de diferentes localidades do
Brasil ao longo de diferentes anos de estudo. Esse dado reforgou entdo a possibilidade do
desenvolvimento de um novo marcador que fosse mais preciso e eficiente do que os
marcadores baseados na técnica de RAPD. Esse marcador denominado SCAR caracteriza-se
por uma reacgdo de PCR especifica para um dado bidtipo. A alta sensibilidade dos marcadores
SCAR associada com a sua acuracia permitiram o desenvolvimento de ferramentas
moleculares seguras para a identificacdo de bi6tipos de mosca branca, B. tabaci. A partir da
identificacdo de fragmentos de RAPD especificos para os bidtipos B e BR de B. tabaci foi
possivel o desenvolvimento de conjuntos de primers para a identificagédo de biétipos de
ocorréncia no Brasil por meio da técnica de SCAR.

Sendo assim, a partir das informac¢8es geradas pelos marcadores SCAR, foi possivel a
organizacgdo de um fluxograma para a tomada de decisdes quanto a identificagdo molecular
dos bidtipos de B. tabaci (Figura 17).
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Figura 17 — Fluxograma para a tomada de decisfGes quanto a utilizacdo dos primers de SCAR

e para a deteccao e a identificacao de biétipos de B. tabaci.

A vantagem dessa estratégia molecular reside no fato da possibilidade de se reduzir o tempo
para a elaboracao de laudo quarentenario de 36h para 12h. Isso permite decis6es mais rapidas
para o controle da entrada de B. tabaci em &reas ainda livres dessa praga agricola. Além disso,
os marcadores SCAR que foram desenvolvidos permitiram identificar os bi6tipos B e BR de B.
tabaci mesmo que ainda ndo se conheg¢am todas as caracteristicas biolégicas e
comportamentais desse inseto, permitindo identificar com seguranca popula¢cées de um mesmo
bidtipo dessa praga quarentendria. A partir dessas informacdes foi feito o depésito no INPI do
pedido de patente desse método sob 0 nimero de protocolo 012060001885 visando futuras

aplicac8es dessa técnica para a detec¢éo de biétipos de B. tabaci.
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